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(54) TItre: COMPOSITION CONTENANT DES A ODES NUCLEIQUES, PREPARATION ET UTILISATIONS 

(57) Abstract 

Compositions including nucleic adds and canonic oligopeptides capable of forming secondary structures, and their use in therapeutics 
and gene therapy, in particular for transferring nucleic acida into cells, are disclosed. 

(57)Abreg< 

Laprtsente invention omcerne de compositions comprenant des acides nudeiques et de* oUgopeptides cationiqua capable* de former 
des structures secondaires, et leur utilisation en tberapeutique et en therapi© genique, notannnent pour le transfert d'addes nuclflques dans 
les cellules. 



UN1QUEMENT A TtTRB D'INFORMATION 

Codes ntilisa pour kJenti^ 
des drmff^ 4 ^ imcnationiles ca verm do PCT. 




GB 

Gl 

GN 

GB 

HU 

IB 

IT 

JP 

KK 

KG 

KT 



Riijbiii* TJnl 



Huuftris 



feCorfe 

JUpobUqw do Carte 



Sri 



KZ 
U 
LK 
LU 
LV 
MC 

MD Wpubllqnc ds MoMon 
MO 

ML MiD 
MM 



MR 


Min Hi in Wi 


MW 


Malawi 


NB 


NlfBT 


NL 




NO 




ra 


NnmOMaiBdD 


PL 


PolOCJDO ■ 


PT 




no 




RU 


Pt&nakx 6c RTmie 


SD 


Soodm 


SX 




SI 


Slovtfato 


SK 


Slflnrtquts 


SN 


S£a£pl 


TD 


Teh* 


TO 


Toro 


TJ 




TT 




UA 


Ukndos 


US 




UZ 
VN 


VfctNxm 



WO 95/21931 



PCI7FR95/00098 



1 

rOMPOSTTION CQNTEN ANT DPS ATTDES NUCLEIOUES. 
PREPARATION ET UTILISATIONS 

.... La presente invention conceme des compositions £ base d'acides nucl6iques, 
leur preparation et leur utilisation. Plus particulierement, elle conryrne des 
5 compositions cornprenant des acides nucieiques et des oligopeptides et leur utilisation 
en th£rapie g6nique, notamment pour le transfert d'acides nucieiques. 

La therapie genique consiste £ oocriger une d&fideoce ou une anormalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information g6n6tique 
dans la cellule ou I'organe affectfi. Cette information genetique peut fitre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de I'organe. la cellule modifife dtant alors reintroduite 
dans rorganisme, soit direetement in vivo dans le tissu jtpproprie. Diff&entes 
techniques ont ete decrites pour le transfert de cette information g en far que, parmi 
lesquelles des techniques di verses de transfection impliquant des complexes d*ADN et 
de DEAB-dextran (Pagano et aL, J.ViroL 1 (1967) 891), dTADN et de protfiines 

15 nucieaires (Kaneda et al.\ Science 243 (1989) 375). cTADN et de lipides (Feigner et aL. 
PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de liposomes (Fraley et al. J.BioLChem. 255 (1980) 
10431), etc. Plus recemment, Temploi de virus corame vecteurs pour le transfert de 
gfines est apparu comme une alternative prometteuse k ces techniques physiques de 
transfection. A cet egard, differenls virus ont 6te testes pour leur capacitfe k infecter 

20 certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV. HMS. MMS, 
etc), le virus HSV, les virus ad6no-associes. et les adenovirus. 

Toutefbis, les techniques d£velopp6es jusqu'i present ne permettent pas de 
rfsoudre de maniere satisfaisante les riifficiiltfis li6es au transfert de gftnes dans les 
cellules et/ou rorganisme. En particulier. les problbnes life i la penetration de Taride 

25 nucieique dans les cslhiles ne sont pas entitement r6sohs. En effet, la nature 
polyarriorrique des acides nud6iques pr6vient leur passage i trovers les membranes 
cellulaires. a ete montr6 que les acides nucl&iques mis sont capables de traverser la 
membrane plasmique ex vivo (voir notamment la dernande n° WO90/11092), 
TefBcacite de transfection reste assez faible. De plus, les acides nucl&que mis ont une 

30 demi-vie plasmatique courte, en raison de leur degradation par les enzymes et de leur 
elimination par les voies urinaires. Par ailleurs, si les virus recombinants permettent 
d'ameliorer Fefficacite de transfert des acides nucieiques, leur emploi presente certains 
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risques tels que la pathogenicite. la transmission, la replication, la recombinaison. la 
transformation, etc. ' 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ces differents 
problemes. La demanderesse a en effet montre qu'il est possible de former des paires 
5 d'ions entre des oligopeptides cationiques particuliers et les groupemenls phosphates 
des arides nucleiques, et que les complexes ainsi formes sont stables, et sont capable 
de penetrer les cellules ou d'etre encapsules dans des vecteurs de transfert tels que des 
liposomes, des nanoparticules ou des lipoproteines de faible densite (LDL) avec des 
rendements eleves. 

10 Un premier objet de l*invention reside done dans une composition comprenant 

un acide nucleique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondares. Le tenne structure secondaire designe les peptides capables d'adopter une 
conformation spadale particuliere dans des conditions physiologiques. par opposition 
aux peptides ne presentant pas ^organisation particuliere de leur structure primaire. La 

15 structure secondaire pdut apparahre soit dans certains solvants. soit en solution 
aqueuse. soit apres complexation avec I'acide nucleique. 

Plus particulierement. les oUgopeptides utilises dans le cadre de Invention 
sont capables de former des helices a ou des feufllets p. 

La complexation <fun acide nucleique avec une polyiysine a deja ete decrite 
20 dans l'art anterieur. Cependant. le taux de complexation et la stabilite du complexe 
forme avec la polyiysine sont relativement faibles. et ces complexes ne peuvent etre 
encapsules dans des vecteurs de transfert de facon satisftdsante (voir exemples). An 
contraire. les complexes selon Invention, qui impliquent des oligopeptides caticmiques 
capables de former des structures secondaires (helices a. feuQlets (5) presented une 
25 stabilite elevee, peuvent etre obtenus avec des rendements proches de 100%. et sont 
capables d'etre encapsules avec des rendements eleves dans des vecteurs de transfert. 
Ces complexes constituent done des outils particulierement avantageux pour le 
transfert d'acides nucleiques dans les cellules. Par ailleurs. selon la nature du vecteur 
de transfert utilise, les compositions de Invention peuvent etre utilisees sur des 
cellules extraites de Forganisme (ex vivo) en vue de leur readniinistratian. ou 
directement in vivo. 



30 
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Pius particulierement, les oligopeptides uulis6s dans le cadre de la presente 
invention repondent a la formule (AoAyAyA^n ou (AoAyAoAyJn dans laquelle Ao' 
est un acide aminfc hydrophobe, A y est tin acide aminS hydrophfle, et nest un nombre 
erttier -superieur ou egal a 4. La demanderesse a en effet montre que de tels 
5 oligopeptides sont capables, une fcris complexes aux acides nncl&ques, de fonner des 
structures secondaires qui stabilisent foctement lesdits complexes. 

Plus prtf faentiellement. Facade aminfc hydrophobe est choisi parmi la leucine, 
la valine, Fisoleudne et la phenylalanine; et Facide aminfc hydrophfle est choisi parmi la 
lysine .Farginine et Fhistidine. 

10 La capacite des oligopeptides a former des structures sec on dai r es peut etre 

verifife par dichroisme circulaire ou en RMN, comme indiquS dans les exemples. 

-.Encore -plus prefer^eHemenV ; iV#^ choisi 
parmi les oligopeptides deformule (LKKL)ru (LKLIOrw (LRRL)ru dans iesqueUes n 
est d6fini comme prec&lemmenL 

15 D'une mani&e gfentale, dans les oligopeptides de Krxventian. n peut varier 

entre 4 et 100, de preference entre 10 et 50. La valeur de n est adaptee par rhomme du 
mfetier en fonction de la longueur et de la nature de Facide nuclSique, de la 
composition de Foiigopeptide, de rutilisation recherchSe, etc. 

Pdur obtenir un effet optimum des compositions de Finvention. les 
20 proportions respectives de Foiigopeptide et de Facade nudfique sont de preference 
dfitermin6es de sorte que le rapport charges positives de Foiigopeptide / charges 
negatives de Facide nudgque soit figal ou supfaieur i 1 (ce rapport est dfisignfe R dans 
les exemples), Ainsi. plus Facade nudfique est long, phis le nombre de charges 
positives apportfe par Foiigopeptide doit fitre &ev6 pour obtenir un effet maximum. 
25 Cecri peut se traduire soit par hitilisation cfoligopeptides dans lesquels la valeur de n 
est plus elevfce, soit par rutilisation de quantity plus &evfes ^oligopeptides, soit 
encore par les deux. 

Les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente invention peuvent etre 
. pr*par6s par toute technique connue de Fhomme du metier. Prfferentiellement, 3s sont 
30 synthetises par voie chimique. au moyen d\in synttetiseur de peptides, en utilisant tout 
type de chimie connue de rhomme du metier (F-moc, T-boc, etc). Lorsque les valeurs 
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de n sont elevees. il est par ailleurs possible de synthetiser les oligopeptides en 
plusieurs fragments qui sont ensuite assembles. Par ailleurs. selon la technique de 
synthese utilisee (par exemple en phase homogene). l'oligopeptide obtenu peut etre 
noh-'fSs un compose defini. mais un melange d'oligopeptides ayant des longueurs 
5 differentes centrees autour d'une moyenne. Dans ce cas. la valeur de n de la fbrmule de 
Invention represente la moyenne des valeurs des n des different* constituants du 
melange. Des mfethodes de synthese appropriees sont donnees dans les techniques 
generales de biologie moleculaire et dans les exemples. 

Au sens de la presente invention. Ie temie acide nucleique comprend aussi 
10 bien les acides desoxyribonucleiques que les acides ribonucleiques. II peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artificieUe. et notamment rfADN genomique. 
cTADNc, d'ARNm. d'ARNt, d'ARNr. de sequences hybrides ou de sequences 
synth&iques 1 pu;,aenMnsynthetiques..,Ces addes,.nucleiques^vmt«#tre,4:origine, 
humaine. animale. vegStale. bacterienne. virale. etc. Es peuvent etre obtenus par toute 
15 technique connue de l*homme du metier, et notamment par criblage de banques. par 
synthese chimique. ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
par ailleurs §tre incorpores dans des vecteurs. tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concernant plus particuUerement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
20 6tre simple ou double brin. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques. des sequences legulatrices de la transcription, des sequences anusens. 
des rtgions de liaison a d'autres composants cellulaires. etc 

Au sens de Kxrventicn. on emend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour une ou des proteines (ou peptide ou polypeptide) ayant tine actrvite 

25 pharmacologique. n peut s'agir tfenzymes. dHormones. de facteurs de ctoissance. de 
lynmhokines. d-apoKpoproteines. etc. Par sequence antisens. on entend toute sequence 
capable, directement ou indirectement (apres transcription en ARN) de redirire les 
niveaux d'expression d'une proteine desiree. voire de les supprimer (EP 140 308). Les 
antisens comprennent egalement les sequences codant pour des ribozymes. qui sont 

30 capables de detruire selectivement des ARN dbles (EP 321 201). 

Concernant plus particuUerement les acides ribonucleiques (ARN). il peut 
s'agir d'ARN antisens. capables de bloquer au moins partieUement la traduction 
d'ARNm cibles (cellulaires. viraux. bacteriens. etc); ou egalement de ribozymes ou 
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d'addes nudeiques capables de se Her a un autre acide nudeique par formation d'une 
triple helice. 

^. Les compositions selon invention peuvent etre utilises in vitro, ex vivo ou in 
vivo. In vitro, elles peuvent permettre de transferer a des lignfes cellulaires des 

5 sequences d'addes nudeiques desirees. par exemple dans le but d'exprimer une 
proteine recombinants ou une activite antisens. ou dans le but cfinhlber une proteine. 
par fixation de ladite proteine sur l'acide nudeique. Ex vivo, dies peuvent etre utilises 
pour le transfert therapeutique (fun adde nudeique dans une cellule issue d"un 
organisme. en vue de conferer a ladite ceUule des proprietes nouvelles ou renforcees, 

10 avant sa readministration a un organisme. In vivo. dies, petivent etre utilises pour 
l'adrntnistration directe d'adde nucleique. 

Un autre pbjet de Vinyention rfaide done dans lhitaisation dim oligopeptide 
. cationique capable de former des structures secondaires pour le transfert d'addes 
nudeiques dans les cellules. Comme indique plus haut. ce transfert peut Stre effectue 
15 in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Les compositions selon Invention peuvent permettre de transferer des addes 
nudeiques dans des types varies de cellules. Preferentiellement. a s'agit de cellules 
animates, de preference humaine. fl peut s'agir notamment de cellules 
hematopoietiques. endotheliales, myoblastiques. etc Par ailleurs. fl peut s'agir aussi 
20 bien de cdlules saines que de cellules affectees par des dysfonctionnemenls (tumeur. 
infection virale, etc). ■ 

L'invention conceme 6galement un precede pour le transfert (Tun acide 
nudeique dans une cellule caracterise en ce que 1'on cuMve ladite cellule en presence 
de l'adde nudeique et d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
25 secondaires. 

Par ailleurs. les complexes adde imdeique-oligopeptide de la presente 
. invention permettent egalement l'encapsulation des addes nudeiques dans des vecteurs 
de transfert avec des rendements considerablement ameliores. Pour dirnmuer les 
problemes de stability et de penetration dans les cellules, les addes nudeiques peuvent 
30 en effet ete associes a des transporteurs ou a des vecteurs de medicament appropnes. 
L'encapsulation des addes nudeiques dans de tels vecteurs de transfert permet de les 
proteger des nucleases seriques. de faciliter leur penetration dans les cellules ou se 
trouve leur dble pharmacologique. et de ralentir leur Elimination. Toutefois. la 
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difficult* majeure limitam I'utilisation de ces vecteurs reside dans les fables 
rendements decapsulation des" acides nucleiques.' La demanderesse a mamtenant 
montre que les complexes acide nudeique^Ugopeptides de finvention peuvent etre 
er^dsules dans des vecteurs de transfert avec des rendements eleves. Plus 
5 parnculierement. les rendements tfencapsulation des complexes de Invention dans des 
Loparticules sont superieurs a 50%. alors qu-fls sent inferieurs a 1% avec des aades 
nudfiques nus. ou avec d'autres oUgopeptides ne tamant pas de structure secondares 
(Cf exemples). 

Un autre objet de Invention reside done dans lHxnlisation d'un oligopeptide 
10 cationique capable de former des structures secondaires ^ 
nucleiques dans un vecteurde transfert. 

L'invention a egalement pour objet les vecteurs de transfert d'addes nucleique 
comprenant une composition telle que definie d-avant 

Parmi les different* vecteurs de transfert, on prefer* utiliser dans le cadre de 
15 la preseme invention des vecteurs biocompatibles, biodegradables. hydrophobes et de 
Jure proteique ou polymerique. En particulier. les ^ F*** 
sont les liposomes, les nancparticules ou les npoproteines de table denote (LDL). 

Les liposomes sont des vesicules phosphoUpidiques important une phase 
aqueuse interne dans laqueUe les addes nucleiques peuvent etre encapsules. La 
20 synthese de liposomes et leur utilisation pour le transfert d'addes nudexques est 
£L dans raTTterieur (WO91/06309. W092A9752. WO92/19730). LW-» 
de complexes selon Invention permet tfameliorer refficarite d'encapsulauon des 
acides nucl&ques dans les liposomes. 

- Les nancparticules sont des pardcules de- petite dimension, generalement 
25 inferieure a 500 nm. capables de transporter ou de vectcriser un principe actuMtel 
qu'un adde nucleique) dans les cellules ou dans la circulation sanguine. La present 
Mention permet egalement cfameliorer <^^™^ . ^J" * 
□'encapsulation d'addes nudeiques dans des nancparticules, Pref erenueUernent. les 
nancparticules selon l'invention sont consUtuees par des polymeres comportant ^une 
30 majorite de motifs degradables tels que 1'adde polylactique eventud^men 
copolymerise a du polyethylene glycol. D'autres polymeres uuhsables dans la 



W 9S/21S31 



PCT/FR9S/00098 



realisation de nanoparticules ont ete decrits dans l'art anterieur (voir par exemple 
EP 275 796; EP 520 889), 

.... L'invention concerne done egalement tm procfede ^encapsulation d'acides 
nud&ques dans des vecteurs de transfer! selon lequel on met en contact le vecteur de 

5 transfer! ou les composants le constraint. 1'adde nucleique et un oligopeptide 
cationique capable de former des structures secondaires, ou eventuellement un 
complexe acide nucleique - oligopeptide dfeja forme, dans des condffions permettant 
l'encapsulation de 1'acide nucleique dans ledit vecteur de transfert puis on recupere le 
vecteur de transfert forme. Comme indique plus haut, le procede selon l'invention est 

10 preferentieUement applique pour la preparation de liposomes, de nanoparticules ou de 
lipoproteines de f aible densite. 

L'invention concerne egalement des compositions phannaceutiques 
comprenant un acide nucleique therar«udque et un oUgorjerrtWe cationique capable de 
former des structures secondaires. eventuellement encapsules dans un vecteur de 
15 transfert. - 

La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 
qui suivent. qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

pv»mpU 1 ; Pffr^rarinn dps oliPODentidCS 

Les trois oligopeptides suivants ont fete synthetases : 
20 1 1 , -fm.fl^ii 7 fnr- T vrfn^T^"^^"'^!^^ fiu (LKKLho* 

Cet oligopeptide a fete synthetase sous forme de sel d'acide trffluoroacetique au moyen 
cfun syntbetiseur de peptides Applied Biosystem 431A, sur une resme HMP (Applied 
Biosystem) et selon urie stratfegie F-MOC Apres la synthese, le peptide a fetfe libfere de 
la resine par traitement 90 minutes en presence «fune solution TFA/eau 95/5 (v/v). 

25 precipitfe par addition d'ether tertiobutylmfethylique. puis purifie par HPLC phase 
inverse sur colonne C18 100 A (Biorad RSL>: La pure* du peptide obtenu est 
superieure a 95 % et sa solubilitfe dans l'eau de 50 mg/ml. D a fete montre que le 
polytetrapeptide LKXU non structure dans l'eau, adopte une conformation en heuce a 
en solution saline. Cette conformation devrait ameliorer la stabUitfe du complexe par 

30 formation de paires d'ions entre les charges positives des lysines de l'oligopeptide et les 
- phosphates ionises a pHphysiologiquede 1'acide nuclfeique. 



WO 95/21931 



PCT/FR95/00098 



1 p .(H).fLeurin"-? vsinp.-L e iTinf>.Lvsine)^-fOH) ffli (LKLK)lfr 

Cet oligopeptide a ete synthase sous tome de sel rfadde trifluoroacetique en suivant 
le protocole decrit ci-dessus. La purete du peptide obtenu est superieure a 90% et sa 
^ubUitedans l'eau de 100 mg/mL II a ete montre que le polytetrapeptide LKLK, non 

5 structure dans l'eau. adopte une conformation en feuillets p en solution saline ou en 
presence d'addes nucleiques. en raison de Interaction entre phosphates et 
groupements amines. Le long (fun feuillet p\ la distance separant 2 charges positives 
est de 6,9 A, ce qui est compatible avec les 6.2 A separant 2 groupements phosphate 
rfun acide nucleique simple brin. Cette conformation devrait done ameliorer la stabilite 

10 du complexe. 

j ? .fttt.fPrel r»-T .vrin^Lvrfn^Ti^rine)-^-(OH) OU (PKEkhfr 

Ce peptide (foumi par A. Brack, Centre de Biophysique Moleculaire, Orleans) n'est 
pas structure en solution saline et a ete utilise comme controle. 

} t d Pnlvlvsine. 

15 La polylysine utilisee est cforigine commercial* Ce peptide n'est pas structure en 
solution saline et a ete utilise comme controle. 

p |Trfrp 1» 2 : n.iriSniiw utilises 

Des acides nucleiques antisens anti ras ont ete prepares. Ces acides nucleiques sont des 
20 oligonucleotides de 12 et 13 residus, synthetises par la sodete Eurogentec (Belgique). 
Ces oligonucleotides sont diriges cbntre une sequence de l'ARNm de ras mute au 
niveau du douzieme codon. Les addes nucleiques utilises sont rantisens CAS-VaD. son 
inverse ONV-Val : la sequence est identique mais orientee dans le sens inverse), amsi 
que rantisens de l'ARNm ras normal (AS-Gly) et quhui acide nucleique temom 
25 comportant 2 nucleotides non apparies au milieu de la sequence (AS-mut2). La 
sequences de ces acides nucleiques est la suivante : 

3 1 -CGCGGCAGCCAC- 5 * ( AS-Val 12) 

3'- GCGGCAGCCACAC-5 ' (AS-Val13) 
S'-CACCGACGGCGC-S' (INV-Val12) 
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3'-CACACCGACGGCG-5' (INV-Val13) 
S'-CGCGGCCGCCAC-B" "■ (AS-Gly12) 
3 ' -CGCCGGAGCCAC-5 ' AS-mut21 2) 

A/>Hp. nu rlfimi' >Mrr P 115T) 

5 L'adde nudeique (dCTp)15D est compose de 16 thymidines. H est d'origine 
commercials (Pharmacia). 

p f7rfrr l« % • r jftTll? iff l-prr'^otion 

Cet exemple illustre la formation de complexes entre les acides nudeiques antisens 
dtaits dans 1'exemple 2 et les oligopeptides dtoits dans 1'exemple 1. dans differentes 
10 conditions de force ionique et de concentration (toutes les concentrations en aades 
nudeiques sont exprimees en phosphate). H montre que ^ de 
complexation tres eleves peuvent etre obtenus. temoignant an* de la stabilite des 

complexes. 

^ 1 rY>mnle> ffltT™' «" tflmncm phQSnfratg 

15 L'adde nudeique (10" 4 M exprime en phosphate : Cp hosp hate = « X Cacide 
...jet l'oligopeptide (concentration variant entre 2.10-* 10 et 2.10 
^ en charges) ont ete ^ en intact dans un -pen 50 
mM pH 7.4. La solution a ensuite ete centrifugee. et 1'absorbance (A) a 256 nm 
(maximum d'absorption des addes nudeiques) determine dans le surnageant. Pour 

de charges negatives de l'adde nudeique) testee. la valeur A/AO est ****** 
permettant d'evaluer la fraction rfadde nudeique libre et. par difference.^ fxacaon 
ecinplexefc Pour un rapport R»1.U concentration 

est done de M. 

25 Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe precipitant AS- 
Vall3/LKKL 10 ou INV-Vall3/LKKL 10 est de 85 % pour un rapport R = 2. Pourun 
rapport R = 1. la fraction de complexe palpitant AS-Vall3/LKLK10 et INV- 
Va»13/LKLK10 est inferieure : 3Q %. Ces resultats peuvent s'expKquer par une 
competition entre »es phosphates du tampon et les phosphates de tad. nucleique 

30 pour la formation du complexe. Ces resultats soat cependant supeneurs a ceux 



95/21931 



PCI7FR9S/D0098 



10 



obtenus avec roligopeptide controle : 15 % de complexe INV-VallS^KKLlO 

precipitant seulement 

L'adde nudfeique (10"* M) et roligopeptide (concentration varriable) ont fttf mis en 
contact dans un tampon Tris-HCl 50 mM pH 7.4. I* solution a ensuite ete 
centrifugee. et rabsorbance a 256 nm determinee dans le sumageant Pour chaque 
valeur du rapport Rtestee, la valeur A/AO est determinee comme precedemment 

Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe prefcipitant AS- 
Vall3/LKKL10 et AS-Vall3/LKLK10 est de 100 % pour un rapport R-= 1. Pour un 
rapport R -2. la fraction de complexe precipitant AS-VallS/UCLKlO est egalement 
^00%. Par ailleurs. 100% de complexe precipitant AS-Vall^lO ont 
egalement ete obtenus avec une concentration dadde nudfique de 2.10-5 M et un 

^vaTch^encequi concerne l**^™™*^^™^ 

acides nucleiques impliques dans le complexe pr&npite ce qua demontre que laffirute 
des oligopeptides selon l'invention est superieure. 

Le protocole ci-dessus a ete repete en remplasant le tampon Tris-HCl par 

memes resultats ont ete obtenus (100 % de completion pour R = 1). demontrant 

bffinM elevee des oligopeptides de l'invention pour les acides nucleiques. 

14 ffrnclusions 

L'ensemble de ces resultats demontre le rendeaent eleve de complexHtion 
oligopeptides de Finvention aux acides nucleiques, et le fait que « £ 
Je^dant de la sequence et de la concentration de l'adde nudfaque udhs^Par 
aiueun, comme le montre le tableau d-apres. Vetude des spectres dichroaques a perrms 
de confirmer les structures secondaires adoptees par les oligopeptides caUoruques 
utilises, en solution ou aprfcs complexation. 



WO 95/21931 



PCT/FR95/00098 



11 



Peptide 


Tampon Phosphate 
50mM 


Tampon Phosphate 
SOmM/NaQ 0.2M 


Eau . . 


Eau / acide .. 
nud£ique. 


tikKL 


hfelice a 


hfelice a 


non structure 


h€lice a 


LKLK 


feuilletfl 


feuilletO 


non structure 


fetriUetp 


PKKL 


non structure 


non structure 


non structure 


non structure 



F fTr mpi» 4 i fti"** rf» t ' f n>« P «iiiiriMi Ham mi vecffiir rift transfer* 

pannparticnles. 



JfiS 



Get exemple illustre les proprietes tres avantageuses des complexes de Knvention. 
permettant rencapsulation d*adde audeique dans des vecteias de transfert avec des 
5 rendements tres Sieves. 

a ^ Nntmn.irtici.i^ »tilfefees : Les nanoparticules utilisfces dans cet exemple sont des 
copolymeres dibloc constituees (fun poly (D.L acide lactique) He par une liaison ester 
a un poly (ethylene glycol) : PLAp(M)-PEG(N) ouMetN sont respectivement les 
masses moleculaires moyennes (en kD) du PLA et du PEG. et p. le pourcentage 
10 d'adde L-lactique. Les 2 types de nanopatticules utilises sont du PLA50(30)-PEG(2) 
et du PLA50(30)-PEG(5). Ces copolymeres peuvenl etre synthetises par toute 
technique connue de rhomme du metier (voir par exemple EP 520 889). 

4,3, ^rrpiag f n»^""^if dps flddfts nucleiaues : 

Les acides nudfeiques ont ete traites avec de la polynucleotide kinase du phage T4 
15 (Biolabs) en presence d'ATP/p 5 ^ (Amersham) dans un tampon kinase. Apres 30 mm 
rfincubation i 37°C l'adde nucleique a etfi separe de TATP n'ayant pas reagi par depot 
sur colonne S£phadex G25 (Quick Spin) et centrifugatian. 

4 1 Frrapgiii ntinr H * mirWntm TNV-Vall3 

Cet exemple decrit l'encapsulation de l'adde nudeique INV-Vall3 dans une 
20 nanoparticule de PLA 5 0<30)-PEG(2) en presence ou en l'absence tfoligopeptide 
(LKKUiq. 
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Le polymere utilise (PLA50(30)-PEG(2)) a ete solubUise dans 1 ml d'acetone a une 
concentration de 10 g/1. La dilution isotopique de l'acide nucleique (concentration • 
finale 10" 5 M) a ete ajoutee, puis I'oligopepnde (a une concentration telle que R = 1). 
La selution organique obtenue a ensuite ete versee goutte a goutte dans 5 ml d'une 

5 solution aqueuse (tampon Tris-HCl 50 mM. pH 7,4). sous agitation. Le polymere 
insoluble dans le melange eau/acetone preopite sous forme de nanoparticules. 
emprisonnant le oomplexe acide nucleique-oligopeptide. L'acetone a ensuite fete 
eliminee par evaporation sous vide partiel. jusqu'a un volume final de 2,5 rnL Bnfin. la 
suspension nanoparticulaire a etfe filtree a travers un ffltre Sartorius de porosite 

10 1.2 pm. qui tient lieu decriblede dispersion et rfinjectabilitfe. 

Une experience controle a ete effectuee dans les memes conditions, mais en l'absence 
de I'oligopeptide (LKKDio- 

Les resultats obtenus montreht que le rendement tf encapsulation de INV-Vall3 dans 
la nanoparticule est de 56 % en presence de FoUgopeptide, et de 5 % seulement sans 
15 l'oligopeptide. 

Le rendement decapsulation correspond au pourcentage d'acide nucleique encapsule 
dans les nanoparticules. par rapport a la quannte totale d'acide nucleique presente au 
depart 

20 Le rendement decapsulation de racide nucleique (dfTp)15^ (exemple 2.2.) dans une 
nanoparticule de PLA 50 a ete etudie. en presence des oligopeptides cationiques 
suivants: 

-LKKLn i Hflice a : synth§tis6 en phase homogfcne sous fonne <fun m&ange 
de peptides de poids molSculaire moyen de 34900. 
25 - LKLKn Feufflet (J : synthfetisfe en phase homogftne sous forme (Tun melange 

de peptides de poids molfeculaire moyen de 7400. 
- PKKLn Pas de structure secondaire 

_ j^n Pas de structure secondaire 



ou 



de sphingosine (Upide membranaire charge poshivement). 
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Pour cela, I'acide nucl6ique (d(Tp)i5T) a 6te melange a l'oligopeptide en solution dans 
l'eau. En ce qui concerne la "sphingosine, elle est solubilisee dans uri melange 
eau/ethanol 50 % v/v. Les concentrations utilis^es sont indiqufes dans le tableau qui 
siir£ 160 pi d'une solution d'acide polylactique (PLA50) solubilisee dans Tacetone a 
5 une concentration de 20 g/1 ont 6t6 ajoutte au melange, ainsi que 300 \j! d'ac6tone 
pure (concentration finale en PLA50 : 5 g/1). Aprfcs homogfen&sation au vortex, le 
melange a 6t6 vers6 goutte k goutte dans une solution aqueuse de pluronic F68 k 
2J5 % (p/v) afin de prfciprter le polymere sous forme cfune suspension colloidale 
nanoparticulaire turbide. La turbiditfc a et& appnScite k VooL Le diam&re des 

10 nanoparticules (175 +/• 40 nm) a 6t6 mesure par diffusion quasi Slastique de la lumiere 
sur un appareil BI 90 (Brookhaven Instrument Corporation). L'ac&one-a ensuite ete 
evaporee sous vide pendant une heure. La suspension a ensuite 6t6 filtree sur filtre 
rnillrpore AP20 (diamtee des pores :*1,5 urn), prfealablement mouHtt avec la solution 
de pluronic F68 k 2$ %. 

15 Le rendement d'encapsulation a et6 d&erminfe et est report^ dans le tableau qui suit. 



Peptide 


LKKLn 


LKLKn 


PKKLn 


Kn 


Sphingo. 


Structure 


Helicea 


FeuiUet(5 


aucune 


aucune 


aucune 


Concentration du 
peptide (mM) 


5 


12.5 . 


9.2 


1 


2,2 


Volume de peptide 
dans le melange 
lul) 


11.4 


65 


48 


60 


27 


Quantite de peptide 
(nmol) 




812 


442 


60 


60 


Concentration de 
d(Tp)15T 


71 uM 


Volume de 
d(To)15T 




Quantite de • 
d(To)15T 


2 nmol 


R 


2 


27 


14.7 2 2 


Rendement 


42.8 


7.8 


0.8 1 0.3 1 1.3 



Ces resultats'montrent clairement que les oligopeptides de l'invention permettent 
tfencapsuler les acides nucleiques avecdes rendements nettement superieurs a ceux 
obtenus avec des oligopeptides de l'art anterieur (polylysine) ou ne form ant pas de 
20 structures secondaires (PKKL). 
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' finr Tr U S - Trun ^rt ^' a " H » ""^«nnf Hans If? tt"l''CS 

Get exemple illustre la capacite des composition de Invention a transferer des acides 
nu^iques dans ies cellules. 

v n^^HW : Les essais de wnsfert d'acide nucleique dtaits dans cet 
5 .LST ^SLues sur une lignee de cellules issue A. carc^me vesical 

hum! . designee T24/EJ accessible a 1'ATCC. Us cellules oat ete cultxvees dans un 
: milieu MEM-EAGLE ("minimum essential medium-. Biological fetafert 

supplement en L-glutamine ((5 xnM). streptomycine (50 u/ml). pemafcne (50 u/ml). 

en presence de 7 % de serum de veau foetal decomplemente 30 mm a 60 C. 

I0 -T^ifrrrrlr^-^ : ^ <* llules (1500 7 puits) ^£1^ 

dans des microplaques de 96 puits. en absence ou en presence daade unique, 
encspsule ou^n Is des nanoparticules. dans un volume total de 100 pi. Chaque 
point a ete effectue en triple. La concentration en acide nucleique utilise a ^ 
par dilution dans de Veau ou par concentration par centrifugal 1 h a 12000 rpm. 
15 Dans cecas. la suspension est centrifugee. le culot pese puis le volume ajuste. 

L'efficacite du transfert a ete determinee par mesure de 1'inhibition de la P^~ tion 
cellulaire induite par 1'acide nucleique antisens. apres 72 ou 96 heures de culture a 
3TC en presence de 5 % de C02. Pour cela. 2 methodes ont ete utilises : 

. Tout d'abord. Tmcorporation de thymidine tritiee, a ete dfeterrninee apres 
addition de 2 nCi de 3H thymidine par puits. Apres 6 heures cfincubation a rettv* les 
plaques ont ete lavees au Slcatron (Lier. NorvegeK l'ADN recueuh sur ^unfto*. et 
L^e tondelle du a. (correspondant a 

liquide a sdntillation puis comptee au compteur (LKB Wallac 1211 
riultats correspondent a la moyenne des vuleurs obtenues dans chacun des 3 p«* 

-Ensile, la prolifemtion cellulaire a ete evaluSe par comptage «f ^ « 
cellule de Malassez. Pour cela, le sumageant a ete elimine. les cellules trypsnusees (10 
min a 37°C). puis additionnees de milieu de culture avant d'etre comptees. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

42 % d'inhibition 
- AS -Vall2/LKKUnanoparticule. IfflLnM (exprime en antisens) .50 
. nanoparticule blanche, meme quantite de polymere < 5 % d mlubmon 



20 



25 
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. AS-Vall2/LKKUnanoparticu!e. 5QQnM 95 % 

Ces resultats demontrent clairement l'efficacitfe des compositions de Invention pour le 
transfer d'acides nucleiques. De plus, ils montrent que 1'acide nudeique transfer* 
conserve ses proprietes fonctionnelles. dans le cas present, son activite tfantisens. 
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PEVFNnTPA-noNS 

1. Composition comprenant un acide nudeique et un oligopeptide cationique 
capable de former des structures secondaires. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'oligopeptide 
5 est capable de former des helices a ou des feuillets (1 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que roligopeptide 
repond a la formule (AoAyAyAcjn ou (AoAyAoA^n dans laquelle Ao est un acide 
amine hydrophobe. A y est un acide amine hydrophile, et n est un nombre entier 
superieur ou egal a 4. 

10 4. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que Facade amine 

. hydrophobe est choisi parmi la leucine, la valine, l'isoleucine et la phenylalanine. 

5. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'adde amine 
hydrophile est choisi parmi la lysine. Vargmine et ltiistidine. 

6. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'oligopeptide- 
15 est choisi partm (UOa-K (LKUOn. (LRRUa 

7. Composition selon la revendication 6 caracterisee en ce que n est compris 
entre 4 et 100, de preference entre 10 et 50. 

8. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 
nudeique est un acide desoxyribonucleique. 

9. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 
nudeique est un adde riboausleique. 

10. Oanposhicm selcm la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
nudeique est modifie chirniquernent. 

11. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'adde 
25 nudeique est un antisens. 

12. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'adde 
nudeique comporte un gene therapeutique. 



20 
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13. Composition selon I'une des revendications 8 i 12 caracterisee en ce que 
]e rapport charges positives de Oligopeptide / charges negatives de I'acide nucleique 
est 6gal ou supferieur a 1. 

^ ; ~14. Vecteur de transfert decides nud&que comprenant une composition selon 
5 Tune des revendications prfecfedentes. 

15. Vecteur de transfert selon la revendication 14 caract£ris£ en ce qu*il s"agit 
d 'une nanoparticule, d'un liposome ou d 'une lipoptotfine de faible density 

16. Procede decapsulation d'acides nucl&ques dans des vecteurs de transfert 
caracterise en ce que 1'on met en contact le vecteur de transfert ou ces composants, 

10 I'acide nud&que et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires. ou eventuellement un complexe acide nuciaque-oUgopeptide dfejft form6, 

5 dans des conditions permettant I'encapsulation de Facade midfique dans ledit vecteur 
de transfert, puis on recup&e le vecteur de transfert formk 

17. Proc6dfe pour le transf ert tf un aride nudSque dans une cdlule caract6rise 
15 en ce que Ton cultive ladite cellule en presence de l'adde nudfcque et d'un oligopeptide 

cationique capable de former des structures secondaires. 

18. Utilisation d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires pour le transfert d'arides nudeiques dans les cellules. 

19. Utilisation selon la revendication 18 pour le transfert in vitro, ex vivo ou 

20 in viva 

20. Composition pharmaceutique comprenant un adde nud&que 
thfirapeutique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 

. secondaires, Sventudlement encapsules dans un vecteur de transfert \ 
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